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Abstract 

 

Background and purpose: Articular cartilage disease is prevalent in all societies and in most 

cases the damaged cartilage would not repair. Conservative treatments are associated with many 

problems. So cell therapy is needed as a definite treatment. One of the best and most accessible sources of 

cells for this purpose is stem cells derived from adipose tissue which can be differentiated into 

chondrocytes by tissue engineering techniques. Cell culture method has a key role in chondrogenic 

differentiation. In this study, two different culture methods (monolayer and micromass) were compared. 

Materials and methods: In this descriptive study, stem cells were isolated from subcutaneous 

abdominal adipose tissue. Adipose-derived stem cells (ADSCs) were cultured by micromass and 

monolayer culture methods in chondrogenic differentiation medium for 14 days. The morphology of cells 

was observed using an inverted microscope. Chondrogenic differentiation was evaluated by histology and 

immunocytochemistry methods. 

Results: The results revealed that micromass culture system increased the protein synthesis of 

collagen II and deposition of glycosaminoglycan in extracellular matrix. 

Conclusion: This study suggests that the micromass culture system is a suitable condition for 

chondrogenic differentiation compared to monolayer cell culture. 
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 پژوهشي

 يمشتق از بافت چرب ياديبن يهاسلول  پتانسيل كندروژنز سهيمقا
 ريز تودهو  هيكشت تك لا ستميدر دو س يانسان

  
       1الميرا غفاري

       2فرشته طالب پور اميري

       3ملكشاهعباسعلي كريمپور

       4مهري مير حسيني

       5امير اسماعيل نژاد مقدم

  6ادژيوب برزگرنا
  

  چكيده
ي جوامع شيوع فراواني دارد و در اكثر مــوارد غضــروف آســيب در همه هاي غضروف مفصليبيماري و هدف: سابقه

عنــوان ههاي درماني حمايتي با مشكلات زيــادي همــراه اســت. بنــابراين ســلول درمــاني بــباشد. روشديده قادر به ترميم نمي
اســت  يمشتق از بافت چرب ياديبن يهاسلول ي،منابع سلول ترينو در دسترس نيبهتر زا يكباشد. يدرمان قطعي مورد نياز مي

روش كشت سلول در تمايز غضــروفي نقــش كليــدي . يابدتمايز مي يغضروف يهابافت به سلول يمهندس يهاكيتكن باكه 
كشــت تــك  ستميدر دو س يانسان يمشتق از بافت چرب ياديبن يهاكندروژنز سلول ليپتانس سهيمقادارد. هدف از اين مطالعه 

  بود. توده زيو ر هيلا
هاي بنيادي مشــتق بنيادي از بافت چربي زير جلدي جدا شدند. سلول هايدر اين مطالعه تجربي سلول ها:اد و روشمو

روز كشــت  14اي با محــيط تمــايزي كنــدروژنيك بــراي از بافت چربي در دوروش كشت سه بعدي (ريز توده) و تك لايه
كــوس مشــاهده شــد. تمــايز كنــدروژنيك بــا دو روش هــا بــا اســتفاده از ميكروســكوپ معداده شــدند. مورفولــوژي ســلول

  هيستولوژيكي و ايمونوسيتوشيمي ارزيابي شد.
تــر بــود. همچنــين بــيش 2نتــايج نشــان داد در سيســتم كشــت ريــز تــوده، ميــزان ســنتز پــروتئين كــلاژن نــوع  هــا:يافتــه

  تري در ماتريكس خارج سلولي ترشح شد.گليكوزآمينوگليكان بيش
تري بــراي ) شرايط مناسبMicromassتوان گفت كه سيستم كشت ريز توده (نتايج اين مطالعه مي با توجه به استنتاج:

  ) دارد.Monolayerاي (تمايز كندروژنيك نسبت به كشت تك لايه
  

  كشت ريز توده سلول بنيادي مزانشيمي، بافت چربي، ، تمايزكندروژنز، واژه هاي كليدي: 
  

  مقدمه
باشــد كــه بــا از تيــو مــيدژنرا ياستئوآرتريت فرايند

 . استئوآرتريت)1(رفتن غضروف مفصلي همراه استدست 
ترين علت ناتواني مزمن در ســالمندان بــه شــمار زانو مهم

  روقـع دـفاق يـف بافتورـكه غضيـجاي. از آن)2(رودمي
  

                              دانشكده پزشكي ،مجتمع دانشگاهي پيامبر اعظم، فرح آبادجاده  18كيلومتر  - ساري: عباسعلي كريمپورمولف مسئول: 
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 پژوهشي

در ترميم  طور طبيعي توانايي محدوديباشد، بهخوني مي
ي هــاي درمــاني بــراي معالجــهروش. )2،3(هــا داردآسيب
هـــاي دارويـــي هـــاي غضـــروفي شـــامل درمـــانآســـيب

و  )8-4(اســتروئيدي و هيالورونيــك اســيد غيراستروئيدي،
هاي جراحي از قبيل لاواژ مفاصل، آرتروسكوپي، درمان

جراحي ارتوپدي، ارتوپلاستي سايشي و پيوند غضــروف 
آميــز ها اغلب به اندازه كافي موفقيــتباشد. اين روشمي

   .)9،10(ندنبوده و با مشكلات زيادي همراه
هــاي مهندسي بافت غضــروف بــا اســتفاده از ســلول 

ــازي  ــراي بازس ــده ب ــرد اميدواركنن ــك رويك ــادي ي بني
هــاي درمان با سلولي گذشته در دههباشد. غضروف مي

د مطالعــه قــرار مــور ايطــور گســتردهبنيادي مزانشيمي به
 ،)11،12(دست آمدههاي قابل توجهي بهگرفته و پيشرفت

هــاي بنيــادي مزانشــيمي ولي تحقيق در خصــوص ســلول
ــروف ــازي غض ــراي بازس ــان ب ــه  همچن ــل اولي در مراح

هــايي هــاي بنيــادي مزانشــيمي، ســلول. سلول)11(باشدمي
ــوان آنچنــد اســتعدادي هســتند كــه مــي هــا را از مغــز ت

، )16(، جفــت)15(بنــدناف ،)14(، بافت چربي)13(استخوان
 )19(و عضــله )18(ئوم استخوان، پريوست)17(پرده سينوويال

توان به انواع هاي چند ظرفيتي را ميجدا كرد. اين سلول
ــلول ــي از س ــلولمختلف ــل س ــا از قبي ــتخواني، ه ــاي اس ه

   .)13(غضروفي، چربي، عضلاني و خوني تمايز داد
تــرين منشــاء مغز استخوان به عنوان اصلي گذشتهدر 
 ،)19(شدهاي بنيادي براي مهندسي بافت محسوب ميسلول

بــه  ديگري نيز مورد توجه قــرار گرفتنــد.اما امروزه منابع 
هــايي از عنوان مثال بافت چربي به علــت داشــتن ويژگــي

در دسترس بودن، فراوان بودن، كمتر تهاجمي بودن قبيل 
خوبي بــراي منبع  ،هاي بنياديسلولاز  بالاييو نيز تراكم 

در  توانــدميهاي بنيادي مزانشيمي محسوب شده و سلول
. )20-22(مورد استفاده قرار گيرد مهندسي بافت غضروف

 توان پس از جداسازي از بافت چربي،ها را مياين سلول
هــاي اســتخراج شــده از مغــز اســتخوان در ســلول هماننــد
. بــه عــلاوه )23(كشــت داد )in vitro( آزمايشــگاه محيط

هــاي بنيــادي مشــتق از هــا ســلولبراساس برخي گــزارش
هــاي بنيــادي مشــتق از مغــز بافت چربي نســبت بــه ســلول

 توانندداشته و ميتري زايي بيشظرفيت غضروفاستخوان 
هاي مختلف كنــدروژنيك تمــايز يابنــد و در طــي به رده

    .)24(شودها حفظ ميپاساژهاي مختلف فنوتيپ آن
اي ترين نوع كشــت ســلولي كشــت تــك لايــهساده

)Monolayerها بــه كــف ظــرف ) است كه در آن سلول
نمايند. بــه طــور معمــول در ايــن نــوع چسبيده و رشد مي

هــاي اصــلي مــورد نظــر، انــواع كشــت، عــلاوه بــر ســلول
هــا، وجــود دارنــد ها، مانند فيبروبلاســتمختلفي از سلول

ــلولي ج ــاژ س ــدين پاس ــا انجــام چن ــه ب ــلولي ك ــت س معي
تــر بــا هــدف اي بــيششود. كشت تك لايهتر ميخالص

امــا در بســياري از . )25(گيــردتحقيقات اوليه صورت مــي
ي تمايز غضروف، از روش كشت سه تحقيقات در زمينه

انــد. استفاده كرده Micromass)بعدي از قبيل ريز توده (
زايــي ايــن نــوع روش كشــت بــر اســاس تــوان غضــروف

   هاي مزانشيمي در دوران جنيني طراحي شده است.سلول
 زاييي چگونگي فرايند غضروفمطالعات در زمينه

هاي مزانشيمي ني نشان داده است كه سلولجني در دوران
اي متــراكم تكامل جنيني به صورت تــودهطي فرآيند در 

 تجمع يافته و تعامل بين سلولي به همراه ديگر فاكتورهــاي
. )26،27(شوندموثر سرانجام منجر به تشكيل غضروف مي

ايجاد محيط مناسب  هدف  باسيستم كشت سه بعدي لذا 
   .)28(طراحي شده استجهت كندروژنز 

هــاي ســلولدر مطالعات قبلي پتانسيل كنــدروژنيك 
بنيادي مزانشيمي در دو سيستم كشت سه بعــدي از قبيــل 

با هم مقايسه شده بــود و آن مطالعــات  Pelletريزتوده و 
بر اين يافته تاكيد داشتند كــه سيســتم ريــز تــوده شــرايط 

هاي بنيادي مزانشيمي بــه تري را براي تمايز سلولمناسب
ــلول ــيس ــراهم م ــاي كندروبلاســت ف در آن  )29(آورده

مطالعات منبع تهيه سلول هــاي بنيــادي مزانشــيمي از مغــز 
استخوان بوده است. از آنجا كه تحقيقات نشــان داده كــه 

هاي بنيادي و منبع آنها ارتباط بين رفتار بيولوژيك سلول
 زايــي، در اين مطالعه پتانســيل غضــروف)30،31(وجود دارد

هاي بنيادي مزانشيمي تهيه شده از بافــت چربــي در ولسل
   ولاير و ريز توده مورد مقايسه قرار گرفت.ندو سيستم م
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  مواد و روش ها
   تهيه نمونه چربي :

 يهــاي چربــي از ناحيــهنمونــهدر اين مطالعه تجربي 
عمــل كــه بــراي ســال  35تا 20 بيماران يشكمزيرجلدي 

د، مطــابق دســتورالعمل مراجعه كرده بودنفتق اينگواينال 
اخلاق معاونت تحقيقات دانشــگاه علــوم پزشــكي كميته 

ــه از بيمــاران  مازنــدران ــا رضــايت آگاهان  بســتري درو ب
. سپس نمونه چربي ساري تهيه شدخميني بيمارستان امام 

كشــت به آزمايشــگاه  PBSدر داخل لوله فالكون حاوي 
 15 منتقــل شــد.سلول بخش آناتومي دانشــكده پزشــكي 

   ونه چربي از بيماران تهيه شد.نم
  

    هاي بنيادي:جداسازي و كشت سلول
راي جداسازي سلول بنيادي مشتق از بافــت چربــي ب

از روش هضم آنزيمي استفاده شد. نمونه چربــي پــس از 
سازي خــون و بافــت و پاك PBSشستشو در بافر  سه بار

 متري تقســيم گرديــد. ســپساضافي، به قطعات چند ميلي
دقيقه داخــل لولــه  40نزيمي بافت به مدت جهت هضم آ
) در دمــاي I )sigmaآنزيم كلاژناز نــوع   فالكون حاوي

ســپس انكوبه شد.   درصد CO2 5و  درجه سانتيگراد 37
 FBS 10) حــاوي DMEM )Bio Idea آنزيم بــه وســيله 

دقيقه بــا  5به مدت سلولي  سوسپانسيونشد.  خنثي درصد
ــ rpm 2500ر دو ــده، م ــانتريفيوژ ش ــه س ــي تخلي ايع روي

 FBSحــاوي  DMEMحــيط پــلاك ســلولي م . بهگرديد
)Gibco (10 سيلينو پني درصد - ) استرپتومايســينGibco( 
بــه درصــد اضــافه شــده و ســپس سوسپانســيون ســلولي  1

 48بعــد از منتقــل شــد.  T)-(25كشــت ســلول  فلاســك
محــيط خــارج شــدند.  ازهــاي غيرچســبنده ساعت، سلول

درصــد  80بــه در كف فلاسك ا هكه تراكم سلولزماني
هاي پاساژ سوم از سلول .ها پاساژ داده شدندسلول ،رسيد

   .يا چهارم براي تمايز كندروژنيك استفاده شد
    :فلوسيتومتري

هــاي بنيــادي و بــراي به منظــور تاييــد وجــود ســلول
ها فلوســيتومتري انجــام شناسايي ماركر سطحي اين سلول

ــاركر  ــور دو م ــن منظ ــراي اي ــد. ب ــي ش ــطحي اختصاص س
 CD105بنيــادي مزانشــيمي اســترومايي شــامل  هايسلول

Human CD105 (Endoglin) PE clone; SN6) -Anti( 
ــاركر  ) clone: eBio5E10 (5E10)CD90(و  و دو م

ـــــلول   هـــــاي بنيـــــادي مزانشـــــيمي اختصاصـــــي س
ــامل  ــك ش CD31 Human CD31 -Antiهماتوپوئيتي

59 (WM59))-1) PE clone: WM-(PECAM( و 
CD45 )clone:2D1 Human CD45 PE-Anti(  بررسي
   .)32(شدند

بعــد از شــمارش توســط  4هــاي پاســاژ ســلولاز 
 نلولــه فــالكوهــر سلول به  2× 510حدود ، ايتومتر هموس

دقيقــه بــا  5سپس بــه مــدت  .منتقل شد آزمايشكنترل و 
دور ريخــتن و پــس از  ندسانتريفيوژ شد rpm 2500ر دو

 درصد حل شــد و BSA 3مايع رويي، رسوب سلولي در 
هــاي دقيقه روي يخ انكوبه شد. سپس به لوله 30به مدت 

 CD105و CD31, CD45 ,CD90 هــايباديتست، آنتي
بــه لولــه اضافه شــد. ) PE(  ترينكونژوگه شده با فيكواري

كونژوگــه  IgG1بادي عليه كنترل منفي نيز ايزوتيپ آنتي
به مــدت يــك ســاعت در ها . نمونهاضافه شد PEشده با 

بــه  PBSســپس . نددماي اتاق و در تــاريكي انكوبــه شــد
 rpm 2500دقيقه با دور  5به مدت ها اضافه گرديد و آن

ســلولي  هــايو تــوده مايع رويي تخليــه ند.سانتريفيوژ شد
توســط  وحــل  PBSبــافر ليتــر ميلــي 2 دار شــده درنشــان

   ) تجزيه و تحليل شدند.BDدستگاه فلوسيتومتري (
  

    :تمايز كندروژنيك
 هــاسلول )Monolayer( هيكشت تك لادر روش  - 1
و ســانتريفيوژ، مــايع رويــي تخليــه شــد.  نهيپســتري از بعــد

ــددا در ــلولي مج ــلاك س ــيطم پ ــا ح ــرزيتم وف ي غض
)Invitrogen ( استرپتومايسين - پني سيلين يحاوبا تركيب 
 درصــد، 1 انســولين– ســلنيوس–درصــد، ترانســفرين  1

 آســكوربات ، 50μg/mlآلبــومين  مــولار، 107 دگزامتازون
 پــروتئين مورفوژنتيــك اســتخواني ،μg/ml50 فسفات -2

ng/ml500 ،لينولئيك اسيد mg/ml5 شــدند ونيسوسپانســ. 
خانــه بــه  24در كف هــر چاهــك  لولس 5/2×510تعداد 
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  ي هــر زيتمــا طيصــورت سوسپانســون پخــش شــد و محــ
ــگرد ضيتعــو روز 3 ــرادي ــرل از محــ ي. ب  طيگــروه كنت

DMEM  استفاده شد.پايه   
 هاسلول) Micromass(توده زيكشت ردر روش -2
بسيار كم  يزيتما حيطمو سانتريفيوژ، در  نهيپستري از بعد

دســت آيــد. هراكم بــالا بــحل شدند تا غلظت سلول بــا تــ
 5/2×510آن حاوي  يترليكرويم 25كه هر قطره طوريهب

در ميكروليتــري  25يك قطره با دقت باشد.  تعداد سلول
ســاعت  2از  خانه قرار داده شد. بعد 24مركز هر چاهك 

به هر چاهك  كيكندروژن يزيكشت تما طيانكوبه، مح
روز  3هر و  افتهيروز ادامه  14به مدت  شتاضافه شد. ك

 گروه كنترل هاي. به چاهكديگرد ضيتعو يزيتما طيمح
اضــافه پايــه  DMEM طيمح كيكندروژن طيمح يبه جا
   بار آزمايش تكرار شد. 8براي هر گروه تحقيق  شد.

  
  :ارزيابي هيستولوژيكي

ريــز تــوده و تــك هــاي روز بعد از كشت، نمونه 14
دقيقــه  20به مدت  PBSبعد از دو بار شستشو با بافر لايه 

بعــد از شستشــو فيكس شدند.  درصد 4در پارافرمالدهيد 
اضــافه شــد.  هــارنــگ تولوئيــدن بلــو بــه آن با آب مقطر،

   سپس با ميكروسكوپ نوري بررسي شدند.ها نمونه
  

  ارزيابي ايمونوسيتوشيمي:
ــت ارز ــجه ــيمونوسيا يابي ــد از  14ي ميتوش روز بع
شســـته شـــدند. ســـپس بـــا  PBS بـــا هـــاكشـــت، نمونـــه

شــدند.  كسيفــ قهيدق 20به مدت  درصد 4 ديرافرمالدهپا
 بــهو شــدند شستشــو داده   PBSبــار بــا  ها دوسپس نمونه

اتــاق  يدر دما Triton X100 ريتحت تاث قهدقي 15 مدت
به درصد  10، سرم بز PBSقرار گرفتند. بعد از شستشو با 

عليــه  هياول يباديسپس آنت دگردي اضافه قهيدق 30مدت 
 II Anti body (Abcam) Anti Collagen 2كلاژن نوع 
ـــلول ـــه س ـــاب ـــافه ه ـــد اض ـــاعت 12 و ش ـــاي در س    دم

   ،PBSدرجـــه انكوبـــه شـــد. پـــس از شستشـــو بـــا  4
   بــز عليــه خرگــوش هيــثانو يبــاديبــا آنتــهــا ســلول

Goat anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (Abcam)  بــه
ـــدت  ـــدند.  2م ـــه ش ـــاعت انكوب ـــتراس    DAB يسوبس

ــلول ــه س ــاب ــد اضــافه ه ــلاژن حضــور و ش ــوع  ك ــا  2ن ب
   .ديمشاهده گرد )Nikonنوري ( كروسكوپيم

  

  يافته ها
   جداسازي و كشت سلول:

روز بعد از كشت و تعويض اولين محيط كشــت،  2
ــد ســلول ــا زوائ هــاي دوكــي شــكل شــبه فيبروبلاســت ب

بعــد از  سيتوپلاسمي متصل به كف فلاسك ديده شدند. 
درصــد  80ه به هاي كشت داده شدروز، تراكم سلول 10

   .)1شماره  تصوير( رسيد و پاساژ داده شد
  

  
 

هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از بافت چربي سلول :1 شماره تصوير
 باشند.پيش از تمايز كه داراي نماي دوكي شكل و شبه فيبروبلاستي مي

  ×40بزرگنمايي 
  

  :روش فلوسيتومتري
هــاي بنيــادي تجزيــه وتحليــل ماركرهــاي ســلول

يمي توســـط روش فلوســـيتومتري نشـــان داد كـــه مزانشـــ
طــور چســبيده بــه كــف فلاســك بــه 4هــاي پاســاژ سلول

و حدود  CD105ها ماركر از سلولدرصد  1/81ميانگين 
ـــد  2/99 ـــاركر درص ـــي ( CD90م ـــاي اختصاص ماركره

 را بيــان كردنــد اســترومايي) بنيادي مزانشــيمي هايسلول
ا ماركرهاي هكه همين سلول. در حالي)2شماره  تصوير(

را بــه ميــزان  CD45و  CD31سلول هماتوپوئيتيك مانند 
    ).3شماره تصويربيان كردند (درصد  7تر از كم
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  )A) نسبت به گروه كنترل (C( CD45) و CD 31 )Bهاي منفي بودن ماركرهاي سطحي استرومايي در گروه بررسي فلوسايتومتري. :2شماره تصوير

  

  
   )A) نسبت به گروه كنترل (C( CD45) و CD 31 )Bهاي منفي بودن ماركرهاي سطحي استرومايي در گروه سايتومتري.بررسي فلو :3شماره تصوير

  
هاي كشت داده شده در ارزيابي هيستولوژيكي سلول

  :محيط تمايزي
 4هاي مزانشيمي مشتق از بافــت چربــي پاســاژ سلول

هــا در تريپســينه و از كــف فلاســك جــدا شــدند. ســلول
تمــايزي محــيط بــا اي ريز توده و تك لايهكشت سيستم 

روز بعــد از شــروع  14كندروژنيك كشــت داده شــدند. 
مزانشــيمال از  هــايســلول زايــيظرفيــت غضــروف تمــايز،

    ئيدن بلو مشخص گرديد.وآميزي تولبا رنگ ديدگاه بافتي
ــا هســته ســلولدر گــروه ريــز تــوده  هــاي كــروي ب

متفــاوتي نســبت  بازوفيل شناسايي گرديد كه مورفولوژي
. علاوه بــر ايــن، )4شماره تصوير( به گروه كنترل داشتند

ماتريكس خارج سلولي بازوفيل به ميزان زياد در اطراف 
هــا و ترشــح ، ولــي ميــزان تمــايز ســلولها ديده شدسلول

 اي بســيارماتريكس خارج سلولي در روش كشت تك لايه
. بــراي نشــان دادن وجــود )5شــماره  تصــويراندك بود (

 آميــزيپروتئوگليكان در ماتريكس خارج سلولي، از رنگ

متاكروماتيــك تولوئيــدن بلــو اســتفاده شــد. رنــگ آبــي 
 نشانگر متاكروماتيك بودن و حضور ماتريكس غضــروفي

بود. براي تاييد نتايج بدست آمده آناليز ايمنوسيتوشــيمي 
با استفاده از آنتــي بــادي مونوكلونــال  2براي كلاژن نوع 

 DABهايي كه با سلولرنگ فاوت در ميزان تانجام شد. 
هــاي موجــود باند شده بودند حاكي از آن بود كه ســلول
تري را نسبت بــه در پليت ريز توده ميزان ماتريكس بيش

    ).6شماره تصويرهاي تك لايه ترشح كرده بودند (سلول
 

  
  

 هــاي¬ســلول زيحاصل از تمــا يغضروف هاي¬سلول :4شماره تصوير
 14تــوده در روز  زيــكشــت ر ستميدر س يز بافت چربمشتق ا ياديبن
)Bآن با گروه كنترل ( سهي) و مقاAبلــو.  دنيــتولوئ يزآمي¬). رنگ

  .Bar=20 μ.40 ييبزرگنما
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 هــاي¬ســلول زيحاصل از تمــا يغضروف هاي¬سلول :5شماره تصوير
) A( 14در روز  اي¬هيدر كشت تك لا يمشتق از بافت چرب ياديبن

بلــو.  دنيــتولوئ يزآميــ¬). رنــگBوه كنتــرل (آن بــا گــر ســهيو مقا
  .Bar=20 μ. 40 ييبزرگنما

 

  
  

 اي¬. رنــگ قهــوهيميستوشــيمنوهيا يزآميــ¬رنــگ :6شماره تصوير
 باشــد¬يمــ يخارج ســلول كسيدر ماتر 2نشانگر وجود كلاژن نوع 

نســبت بــه كســت  يســتري) تراك رنــگ بBتوده ( زيكه در كشت ر
  .Bar=20 μ. 40 ييگنما. بزرباشد¬ي)  مشهود مA(اي¬هيتك لا

  

  بحث
هــاي بنيــادي مزانشــيمي از در اين مطالعه ابتدا سلول

كشت بافت چربي انساني به دست آمــد. ســپس پتانســيل 
هــاي كشــت تــك هــا در سيســتمتمــايز كنــدروژنيك آن

در حضور محــيط  in vitroاي و ريز توده در شرايط لايه
بــه دو  ،تمــايزي غضــروفي پــس از چهــارده روز كشــت

  و ايمنوسيتوشيمي مورد ارزيابي قرار گرفت.  بافتي روش
هاي شبه فيبروبلاســت بــه دســت شكل دوكي سلول

آمده از بافت چربي و تــوان تكثيــر بــالاي آنهــا مبنــي بــر 
 90چنين بيــان بــيش از هاي بنيادي است. هموجود سلول

هاي بنيادي مزانشيمي بــر هاي مثبت سلولدرصد شاخص
داده شده نشــان دهنــده ايــن هاي كشت روي غشاء سلول

هاي به دست آمده در ايــن مطالعــه مطلب است كه سلول
باشند. هاي بنيادي مزانشيمي ميجمعيت خالصي از سلول

) و 2004و همكــارانش (  Leeها مشــابه مطالعــه اين يافته
Dominici ) انــد ) است كه نشان داده2013و همكارانش

ن ماركرهاي و عدم بيا CD90و  CD105بيان ماركرهاي 

CD45  وCD31 هــاي دليلــي بــراي بنيــادي بــودن ســلول
  .  )32،33(باشدحاصله مي

ــلول ــه س ــيط مطالع ــده در مح ــت داده ش ــاي كش ه
هــا پــس از پايــان روز تمايزي نشان داد تعدادي از ســلول

هفتم حالت كشيده و شبه فيبروبلاست خــود را تقريبــا از 
دست داده و به شكل چند ضلعي و گــرد درآمدنــد و در 

. ي را داشــتندكندروســيتكاملاً مورفولوژي  14روز  پايان
هــاي با اين تفاوت كه در كشت تك لايــه تعــداد ســلول

تمايز يافته كاهش يافتــه و بتــدريج مورفولــوژي خــود را 
تغيير داده و از شكل گــرد و چندضــلعي مجــددا بــه فــرم 
تقريبا كشيده و شبه فيبروبلاست برگشتند. در حــالي كــه 

تــوده ســلول القــايي غضــروف  در كشت به صورت ريــز
 تــر و غنــي از مــاتريكس خــارج ســلولي بــود.يكنواخــت
Erickson ) نيــز در مطالعــات خــود 2002و همكارانش (

كــاهش نســبي غضــروف زايــي را در كشــت دو بعــدي 
ايــن . )34(نسبت به كشت سه بعدي گزارش كرده بودنــد

دهد كه احتمالا سيســتم كشــت ريــز تــوده نتايج نشان مي
ها به صورت سوسپانسيوني با تراكم بــالا كه در آن سلول

يابند، نسبت بــه روش كشــت تمايز مي به سلول غضروفي
شرايط مناسب تري را براي تمايز فراهم مــي  ايتك لايه

   .آورد
توليد پروتئوگليكان، گليكوزآمينوگليكان و كلاژن 

. )29(باشــندهــاي تمــايز كنــدروژنيك مــياز نشــانه 2 نوع
ــان دادن وجــود پ ــراي نش ــاتريكس ب ــان در م روتئوگليك

آميــزي متاكروماتيــك تولوئيــدن خارج سلولي، از رنــگ
بلو استفاده شد. رنگ آبي نشانگر متاكروماتيك بــودن و 

ها نشان داد كه باشد. يافتهحضور ماتريكس غضروفي مي
ــط  ــده توس ــد ش ــلولي تولي ــارج س ــاتريكس خ ــزان م مي

 هاي تمايز يافته در روش ريــز تــوده نســبتكندروبلاست
به روش كشت تك لايه به ميزان قابل توجهي بيشتر بود. 

اي در فراينــد تر روش كشــت ريــز تــودهكار آمدي بيش
ــه شــاخص حجــم مــاتريكس  ــا نظــر ب غضــروف زايــي ب

هــاي تمــايز يافتــه، پــيش از ايــن نيــز مــورد توليدي سلول
. در ميــان اجــزاي مــاتريكس )35(تاكيد قــرار گرفتــه بــود
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ــودن،  خــارج ســلولي غضــروف از جهــت اختصاصــي ب
دارد. لذا در اين تحقيــق  اياز اهميت ويژه  2كلاژن نوع 

در ماتريكس خارج سلولي به روش  2وجود كلاژن نوع 
هــاي ايمنوسيتوشــيمي مــورد بررســي قــرار گرفــت. يافتــه

مطالعه حاضر نيز برتري روش كشت ريز توده در مقايسه 
با روش تك لايه از نظر تــوان غضــروف زايــي را مــورد 

ــزارش  ــه گ ــن يافت ــت. اي ــرار داده اس ــد ق و  Hamidتايي
هــاي ) كه نشان دادند بيان بسياري از ژن2012همكاران (

 بنيــادي هــايســلول در 2غضروفي از جمله كــلاژن نــوع 
تك لايه در هفته دوم و  محيط در انساني چربي از مشتق

يابــد را مــورد تاييــد قــرار سوم پس از كشت كاهش مــي
. اين محققان همچنين گزارش كردند كشت )36(دهدمي

زايــي بــه روش ها در محيط القاي غضروفمتوالي سلول
ــه نمــي ــد باعــث تحتــك لاي ــيشتوان ــد ريــك ب ــر تولي ت

ماتريكس خارج سلولي جهت افــزايش انــدازه تجمعــات 
مــاتريكس خــارج ســلولي بــه علــت  .)36(ســلولي گــردد

هــا و تنظــيم عملكــرد داشتن نقش حفــاظتي بــراي ســلول
باشــد ها بسيار ضروري ميها، جهت زنده ماندن سلولآن

لذا كــاهش ترشــح آن باعــث آپوپتــوز ســلولي شــده كــه 
هاي تمايز يافته در كشــت تــك تواند تعداد كم سلولمي
  .)37(اي را توجيه كندلايه

ــــهدر  ــــا  Guoاي مطالع و همكــــاران در رابطــــه ب
اي صــلي كــه بــه صــورت تــك لايــههــاي مفكندروسيت

ــي آن ــان ژن ــه بي ــه مطالع ــد ب ــده بودن ــا كشــت داده ش ه
روزه بــود. نتــايج  14هــا پرداختند. طول دوره كشــت آن

هايي نظير كــلاژن ر روز هفتم بيان پروتئيننشان داد كه د
XI  ،Tenacsin C  و فيبــرونكتين افــزايش و بيــانSox9 

. ايــن در حــالي اســت كــه در )38(يابــدنسبتا كــاهش مــي
 ماركرهــايي از يكــي SOX9مطالعه ديگر نشان داده شد 

 بيــان تــراكم مرحلــه در هاي غضروفيسلول در كه است
در طي فرايند غضروف زايــي بــه صــورت  .)39(گرددمي

به عنوان يــك فــاكتور محــرك در  miR-92α  ريز توده
    .)40(كندكان كمك مييو آگر 2بيان مثبت كلاژن نوع 

كشت سلول با تراكم بالا روشي موثر جهــت تمــايز 
ـــاديســـلول غضـــروف از ســـلول مزانشـــيمي  هـــاي بني

. سيســتم كشــت ريــز تــوده محيطــي مشــابه )29(باشــدمــي
كنــد ضروف در دوران جنيني ايجاد ميشرايط تشكيل غ

شود سلول بنيادي بــه ســلول غضــروفي تمــايز و باعث مي
يابد. در دوران جنيني، اساس تمايز به غضــروف، تــراكم 

هــاي مزانشــيمي محــل تشــكيل سلول سلولي است كه در
افتــد و در نتيجــه آن، تعامــل ســلولي غضروف اتفاق مــي

   شوند.متمايز مي ها به كندروسيتيابد و سلولافزايش مي
 نســبت توده ريز كشت روش در شده القا غضروف

 ممكــن آن علــت اســت. تريكنواخت بعدي دو كشت به
 .باشــد كشت نوع روش اين در سلولي بالاي تراكم است

Kanichai  گــزارش كردنــد  2010در سال و همكارانش
كه تراكم بالاي سلول و كاهش فشار اكســيژن دو عامــل 

  .)41(باشددروژنز ميموثر جهت القاي كن
گر هاي دياستفاده از كشت ريز توده نسبت به روش

ــم ــي مكانيس ــت بررس ــيمجه ــولي تنظ ــاي مولك ــده ه كنن
ــيگناليك مولكــول غضــروف ــاي مختلــف و رابطــه س ه

كــه ايــن، اهميــت و اعتبــار مــدل  )29(باشــدتر مــيمناسب
    كند.كشت سه بعدي ريز توده را تاييد مي

بر اساس يافته هاي اين مطالعه مي تــوان گفــت كــه 
روش كشت ريز تــوده در مقايســه بــا روش كشــت تــك 
لايه بــراي تمــايز ســلول هــاي مزانشــيمي مشــتق از بافــت 

روفي مناسب تر است. همچنــين چربي به سلول هاي غض
بيان كلاژن نوع دو و گليكوزآمينوگليكان ها دلالــت بــر 

  شكل گيري بافت نرمال غضروف دارد.
  

  پاسگزاريس
 ارشــد كارشناسي دانشجوي نامه پايان حاصل مقاله اين

 .باشد مي غفاري الميرا خانم

 ســلولي بيولوژي تحقيقات مركز همكاري از بدينوسيله

 انــد نمــوده فــراهم را طــرح انجام ينهزم كه مولكولي و

  .شود مي قدرداني و تشكر
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